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論文内容要旨
 匿背景】
 アドリアマイシン(ADM)は乳癌に対して最も有効なものの一つであるが,細胞障害は正常
 細胞にもおよび,副作用のため投与量は制限される。近年腫瘍関連抗原に対する抗体と抗癌剤を
 結合し,抗癌剤を選択的に腫瘍へ集積させる試みが行われている。
 我々は,当科にて樹立したヒト乳癌細胞株HMA4を免疫原として乳癌関連抗原を認識する新
 しいIgMモノクローナル抗体AM1を作製し,その解析および臨床応用を検討してきた。AM1
 は乳癌細胞と強く反応し正常細胞とはほとんど反応しない。
 【目的】
 本研究は,AM1とADMの結合体のAM1抗原陽性細胞に対する選択的細胞障害性をε几碗ro
 およびzπo乞ooにおいて検討し,この結合体を用いた乳癌に対するターゲティング療法の抗腫瘍
 効果を検討することを目的とした。
 K方法】
 1)ADMとAM1の結合体の作製は以下のごとく行った。ADMとAM1の結合体はoZs-
 aconitylacidを架橋剤として作製した。まずADMと。オs-aconitylacidを結合させ,さらに
 AM1を結合し。`ε一aconityladriamycinconjugatedAM1(cAA-AM1)を作製した。
 2)cAA-AM1の性質の検討は以下のごとく行った。a)ADMの放出の測定:cAA-AM1を
 37℃でpHを4-7に変えてインキュベートし,ADMの解離を調べた。b)反応性の検討:AM1
 とcAA-AM1の反応性をflowcytometryにて比較検討した。c)ヒト癌細胞株へのintemaliza-
 tionの検討:cAA-AM1の細胞内への取り込みをAM1抗原陽性のヒト乳癌細胞株ZR-75-1と
 AM1抗原陰性のヒト大腸癌細胞株SW1116でflowcytometryおよび高速液体クロマトグラフィー
 (HPLC)にて検討した。
 3)cAA-AM1の細胞障害性の検討は以下のごとく行った。a)`η厩roでのタンパク合成阻
 害の測定:ZR-75-1とSW1116に対するcAA-AM1の抗腫瘍効果を3H-Leucine取り込み抑制を
 指標として検討した。各濃度のcAA-AM1,cAA-controiIgM,ADMまたは抗体と各細胞を反
 応させ,Leucine欠乏RPMI培地にて培養した後,3H-Leucineを加えた。各細胞の放射活性を
 シンチレーションカウンターにて測定しタンパク合成阻害を求めた。b)オπ伽。での抗腫瘍効
 果の検討:ZR-75-1をcAA-AM1,cAA-controlIgMまたはPBSと37℃で4時間反応させた後,
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 SCIDマウス背部皮下に移植し経時的に腫瘍体積を測定した。
 【結果と考案翌
 1)作製したcAA-AM1はAM11分子に対し10-20分子のADMを結合していた。
 2)cAA-AM1は,酸性条件下では速やかにADMを放出した。pH4,2時間反応後には,結
 合したADMの80%が解離したが,pH7では安定であった。cAA-AM1は非修飾のAM1と同等
 の反応性を保っていた。cAA-AM1はZR-75-1と2時間反応させた場合には,細胞表面に結合し
 た結合体の約60%が細胞内に取り込まれた。HPLCによる検討では,cAA-AM1を2時間反応
 させた場合,ZR-75-1では12ng/106cellsのADMが取り込まれたが,SW1116ではADMは検
 出されなかった。以上よりcAA-AM1は細胞表面のAM1抗原に結合した後,細胞内に取り込ま
 れlysosomeなどの酸性条件下でADMを放出し細胞障害を示すと考えられた。
 3)cAA-AM1をZR-75-1と反応させた場合にはタンパク合成は対照の30%まで抑制されたが,
 SW1116に対しては対照の87%までしか低下させず,cAA-AM1はZR-75-1に対して選択的細胞
 障害性を示した。一方,ADMは双方に抗腫瘍効果を示した。AM1およびcAA-con七rolIgMは
 ZR-75-1に対して細胞障害性を示さなかった。cAA-AM1はSCIDマウスに移植したZR-75-1に
 対して対照と比較して有意な増殖抑制効果を示した。以上よりcAA-AMiは厩。ε`ro,漉。`oo
 にてAM1抗原陽性の癌細胞に対して選択的細胞障害性を有することが確認された。
 匿結語】
 cAA-AM1はAMi抗原陽性細胞に対して選択的細胞障害性を示した。cAA-AM1はAMl抗
 原を発現する乳癌細胞に対し細胞障害を起こし,正常細胞には作用しないことが期待される。こ
 のためcAA-AM1は乳癌に対するターゲティング療法に利用できる可能性が示唆された。
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 審査結果の要旨
 アドリアマイシン(ADM)は乳癌に対して最も有効なものの一つであるが,細胞障害は正常
 細胞にもおよび,副作用のため投与量は制限される。近年腫瘍関連抗原に対する抗体と抗癌剤を
 結合し,抗癌剤を選択的に腫瘍へ集積させる試みが行なわれている。本研究では,当科にて作製
 した乳癌関連抗原を認識する新しいIgMモノクローナル抗体AM1とADMの結合体を作製し,
 AM1抗原陽性細胞に対する選択的細胞障害性を加uεオroおよび加θ直ooにおいて検討し,この
 結合体を用いた乳癌に対するターゲティング療法の抗腫瘍効果を検討した。
 c∫s-aconitylacidを架橋剤として,ADMとAM1の結合体。εs-aconityladriamycinconju-
 gatedAM1(cAA-AM1)を作製した。
 cAA-AM1は1分子のAM1に対し10から20分子のADMを結合しており,酸性条件下では
 速やかにADMを放出した。また,cAA-AM1は非修飾のAM1と同等の反応性を保っているこ
 とをflowcy七〇metryにて確認した。cAA-AM1はAM1抗原陽性のヒト乳癌細胞株ZR-75-1と
 反応させた場合には,細胞株に取り込まれADMを放出したが,AM1抗原陰性のヒト大腸癌細
 胞株SW1116には取り込まれないことがflowcytome七ryおよび高速液体クロマトグラフィーに
 て確認された。
 cAA-AM1をZR-75-1と反応させた場合には,タンパク合成は抑制されたが,SW1116に対し
 ては抑制は認めなかった。AM1およびcAA-controlIgMはZR-75-1に対して細胞障害性を示さ
 なかった。一方,ADMは双方の細胞に対してタンパク合成を抑制した。
 cAA-AM1はSCIDマウスに移植したZR-75-1に対して対照と比較して有意な増殖抑制効果を
 示した。
 cAA-AM1は∫泥流ro,読。`り。にてAM1抗原陽性細胞に対して,選択的細胞障害性を示した。
 以上の結果から,cAA-AM1は乳癌関連抗原(AM1抗原)を発現する乳癌細胞に対して選択
 的細胞障害性を有することが確認された。従って,乳癌に対するターゲティング療法に利用でき
 る可能性が示唆され,本研究は学位論文として値するものと考えられる。
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